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Die folgenden Angaben sind den vom Anrnelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@> Vorrichtung zur Durchfuhrung von Farbe- und Hybridisierungsreaktionen 

(57) Die Erfmdung betrifft eine Vorrichtung zur Durchfuh- 
rung komplexer Protokolle in der Immuncytochemie und 
in situ Hybridisierung an biotogischen Proben auf Objekt- 
tragem oder vergfeichbaren Halterungen. Hauptzweck 
der Erfindung ist es, eine Vorrichtung zur Verfugung zu 
stellen, mit deren HUfe derartige Protokolle in einem dafCir 
geeigneten Automaton durchgefuhrt werden konnen. Ge- 
lost wird das durch eine Vorrichtung, in die der Trager, z, 
B, ein Objekttrager mit einem Gewebsschnitt, so einge- 
spannt werden kann, daS ein Riissigkeitsaustausch ohne 
Offnen der Vorrichtung erfolgen kann. Die Flussigkeit 
wi rd dabei in einem sch malen Spa It zwischer> der Vorrich- 
tung und dem Objekttrager so gehalten, dafe eine nen- 
nenswerte Verdunstung auch bei erhdhter Temperatur 
vermieden wird. 
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Rescind bung 

Die Ei-find ung bet ri 111 cine Vorrichtung zur Durchfuhrung 
kompiexer Proiokolle in der Immuncylocheimc und in silu 
Hybridisierung an biologischen Proben auf Objekuragem s 
oder vergleichbaren Haherungen, Hauplzweck der Erfin- 
dung is* es, eine Vorrichtung zur Verfugung zu siellen, mil 
dcren Hi He derariige Proiokolle in eineni dafiir geeignelen 
Auiomaicn durchgefiihrl werden konnen. Gelosi wird das 
durch eine Vomchlung, in die der Trager, z. B. ein Objeki- H) 
trager mil cineni Gewebsschnili, so eingespanni werden 
kann, daB ein Fltissigkcilsausiausch ^ me Ofinen der Vor- 
riclitung erfolgcn kann. Die Fliissigkeh wird dabei in eineni 
schmalen Spall zwischen der Vomchlung und dem Objeki - 
trager so ge ha lien, daB eine nennenswerte Verdunslung auch i* 
bei erhohler Teniperamr vemii cden wird. 

Die Analyse von Gencxpressionsmustem oder der Vcrtei- 
iung immunreaktiver Molekule ist eine gangige Methodc in 
der modernen Biologic und Medis&in. Wahrend die meisien 
soldier Untersuchungen zur Zeit an Gcwebsschnill.en durch- 20 
gefuhrt werden, wiichsi ein neues Anwcndungsfeld rasch 
heran. Dabei werden 1 expression s muster an Bibliolheken 
mccbamsch auf einen Trager aufgebrachler biologischer 
MolekQIe analysiert. Die Teehnik isi.unl.er den Namen "Bio- 
cliips", "Mikroarrays" oder "DNA Chips" bekanm. Alle 25 
diese Proiokolle sind arbeilsinlensiv und erfordem eine 
Reihe von Jnkubalionen mil verschiedenen Waschfliissig- 
keilen und Reagenzien, Einige der Schritle miissen bei deti- 
nieiier Temporal ur durchgefuhrt, und in vielen der Schritle 
muB cine Kontaminaiion mil ubiquitaren Enzymen verhin- 30 
derl werden. Der zenlrale Schritl is! immer eine Inkubalion 
iiber oft melirere Stunden mil einer zu untersuchenden 
Probe, dcren zur Verfugung stehendes Volumen limilieri 
sein kann. Die Vielzahl der Schritle machl eine Automatisie- 
rung der Proiokolle wunschenswert. 35 

In der Literal ur sind Gerat e und Verfahren zur Aulomaii- 
sierung vor allem im Bereich der Immuncyiochemie be- 
schricben [z. B. Wilkinson: In silu Hybridization, Oxford 
IRL Press 1992J. Zur Durchfuhrung einfacher Farbereaklio- 
nen [z. B. Gerat. von DAKO] und auch komplexerer Proto- 40 
kolle sind Auloniaien im Mark? bekanm [Gerai von Bioge- 
nex, Gerat von Veniana]. Alle Autoniaien haben aber Defi- 
zife, wenn fiir jeden Objeki irager eine im Volumen limitierte 
Menge an Proben material zur Verfugung stehL Daruber hin- 
aus werden in keiner der bekanm en Vorriehlungen geschlos- 45 
sen© Kammern zur Durchfuhrung der eigentlichen Hybridi- 
sierung eingesetzL Die in der Pathologic verwendelen Far- 
beaut oinaten sind per se nicht zur Hybridisierung bei erhoh- 
ter Temperaiur nutzbar. 

Kammern zur manuellen Durchfuhrung der Proiokolle so 
sind bekanm und z. B. bei der Firma Sigma- Aldrich erhah- 
lich. Hier wird auf den Objekuragcr mit Hiife einer Silikon- 
maske eine Plaslikmembran mil zwei Offnungen aufge- 
kiebk Uber die Offnungen sind Flussigkeilen manuell ein- 
fiillbar und wahrend der Hybridisierung wr die Olfntin- 55 
gen verschlossen, Hin auioinaiisierier Fiiis ilsaustausch 
isi nichi vorgesehen und nichl. realisierbar. 

Die zur Bearbcitung noiigen Schritle und die verwende- 
ten Reagenzien sind sehr ahnlicb zu den in der Patent schrifl 
DE 196 50 880 CI vom 07.12.96 beschriebenen. Die dorl 60 
beschriebenc Vomchlung bezieht sich aber auf Hybridisie- 
rungen an ganzen, d. h., nichl geschmltenen Objeki en. 

Aurgabe der Erfindung isi es nun, eine Vbrrichlung zur 
Verfiigung zu stellen, die die foigenden Bedingungen er- 
ffllll.: 65 

- HinschluS des Objeki tragers mil deni biologischen 
Material in der An, daB uber dem Gewebsschnill oder 
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der Bibliolhek von Sonden eine dunne, abgeschlossene 
Kanimer enisiehi 

Zugang zu der Rammer uber OlTnungen zur Zu- und 
Abfuhr von Reagenzien 

Zuganglichkeii fiir auioniatischen FHissigkeitstrans- 
ler; 

Red uk lion der Verdunsatng wuhrend langerer Inku- 
balion sschri He bei eiiiohlcr Teniperalur 
inene Materi alien 
SieriHsierbarkeii 

Cieiost wird die Aufgabe durch die in der Zeichnungen 1 
beschricbene Vbrrichlung und die McrkmaJc der Paientan- 
spriiche. Die crhndungsgemaBe Vbrrichlung erlaubl die au- 
lomatisierle Durchfuhrung von Prolokollen zur in silu Hy- 
bridisierung in dafiir vorgesehenen An lorn at en. Da durch 
wird eine erhebliche Arbeiiserleichierung erreicht und die 
Durchfuhrung der Bxperimenlc wird reproduzier barer. 

Zur Durchfuhrung der Ex peri men le wird zunachst auf die 
Deckplattc nach Zeichnung 1 mil eine Hache Dichtung mil 
eineni zentralen Ausschnill in der Form des Fensiers der 
Deckplatie aufgelegt. Auf diese Dichtung wird der Objekt- 
trager mil. dem biologischen Material so aufgelegt, daB das 
zu unlersuchende Material im Bereich des fensiers liegt und 
zur Deckplatie weisi. 

Diese r Aufbau wird gegeben en falls durch eine geeignetc 
Kle trim vomchlung zusamincngedriickl. Objcktlrager, Dich- 
lung und Deckplattc bi Iden nun eine Hache Karnmer aus, die 
uber zwei Bohrungen in der Dec kpl alle mil der A u Ben well, 
verbunden isi. In solchen Anordnungen konnen nun eine 
Vielzahl von Objeki iragern ohne Koniaminationsgefahr be- 
arbeilet oder gelagert werden. 

Zur automaiisierien Bearbeitung wird nun eine Vielzahl 
soldier Anordnungen in eine geeignetc Klemmh aliening in 
einen Autoniaien eingebracht, der Fliissigkeil.swechsel vor- 
nehmen kann. Falls eine 'Feniperierung erfordetiich ist, niuB 
die Aufnahnievorrichtung des Autoniaien eine solche Tein- 
pcrierung vorschen. 

Die Deckplailen mil den Objekttragern werden so in den 
Automaten eingeselzl, daB die auBen zugangliche Off n ung 
des Zufuhrungsstulzens nach oben wcist. In der in den 
Zeichnungen beschricbenen Ausfuhrung liegt dabei die An- 
ordnung flach waagerechl auf, es isi aber auch eine Variante 
mil. verlikaler Ausriclitung der Objekttrager realisierbar. 

Nun wird liber eine der Zufuhrungsbohrungen die ersle 
Waschflussigkeit eingebracht. Welche der Bohrungen zur 
Zufuhr bzw. Abfuhrung von Fiiissigkeiten dient, hangt von 
der jeweiligen Ausfuhrungstbnn ab. Es ist auch cienkbar, 
daB beide Bohrungen wechseiweise benutzi werden konnen. 
Die Patenlanspriiche decken mehrere sehr ahnliche Varian- 
ten ab, die sich vor allem in der Form (Querschniti) der Boh- 
rungen unlerscheidcn. In der Zeichnung sind gerade Boh- 
rungen mil ideniischen Durch niesser dargestelll, denkbar 
und vorleilhafl sind aber auch kegelforniig zulaufende Boh- 
rungen und verschiedene Durchmesser. 

Die FJ sigkeii dringc nun uber die Zufiihrungsbohrung in 
die Kani er ein und benetzt die innerhalb der Dichtung lie- 
gende Flache des Objeki tragers. Je nach Ausfuhmng erfolgt 
das liindringen der Flussigkeit durch KapillarkraHe, liydro- 
statischen Druck oder Uberdruck beim Binbringen der Filis- 
sigkeil. Zur vollsiandigen Benelzung und Entfernung aller 
Luflblasen kann es not wen dig werden, die Kanuner mil ei- 
nem mehrfachen ihres Volumens zu uberspiilen. Die Fiiis- 
sigkeii laufl durch den Spa It in die gegenuberliegende Boh- 
rung und wird dorl aktiv abgesaugi. ds Uberspulen des 
Spalls und die Abnahme der Flussigkeit aus der zweiten 
Bohrung kann gegebenenfalls durch Schragstellen der An- 
ordnung untersi.ut.zi werden. 
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Im wciieren Verlauf des Experiments werden nun der 
Reihe nach in aile Kanmiern Reagenzien eingebrachl, Nach 
der far jedes Rcagenx definierlen Rcaktionszeii wirci das im 
Proiokol) vorgcsehcne nachsle Reagenzeingcbracta. Da der 
Spall emeri en gen QuerscrmiM Lin Vergieich zur Boh rung 5 
aufweisi. und die Bohrung an ihrcm umeren Endc iriffl, drirc- 
gen bier lypijichcrweise keine Luflblascn ein. 

Fur die Hybridisierung wird die Probe auf dem gleichen 
Weg eingebracht. Wenn das Voluinen limiuerl ist, kann die 
Zufiihrungsbohrung anschlieftend mil einer inerlen Wasch- io 
fliissigkeil gefulli werden. Falls cs das Protokoll crfordcrl, 
werden Reagenzien aus vorgewarmien Vorralslosungen ein- 
gebracht. Alternativ lafti sich die gc&amie Klemmhallerung 
zur Aufnahmc dcreinzelnen Anordnungen ebenfalls lempc- 
rieren. 15 

Die Verdun stung von ProbenfKissigkeil wahrend der oft 
Liber bis zu 30 Siunden eriolgenden Hybridisierung bei 
40 70 <3 C wird durch einzelne oder mehrere der folgende 
Maftnabmen verbinderi; 

20 

VerschluB der Zufiihrungsbohrungen mil cine in Sep- 
tum oder einem Deckel mil sehr enger zemrischcr Off- 
nung 

- t.Jberschichtung der Fliissigkeii. in der Zufiihrungs- 
bohrungen mil einer schwer verdant pfbaren zweiten 25 
Flussigkeit. wie z. B. Cjlyzerin, Polyelhylenglykol oder 

01 

Umbau der gesamlen H aliening mil einer befeuehi- 

baren Kanimer 

- Ersatz vcrdunsteter Losung wahrend der Inkubation. 30 

Nach der Hybridisierung erfolgen typiscberweise Wasch- 
schritle mil saJzhaKigen Losungen bei definierter Tempera- 
lui\ die gen ail so durchgefuhrl. werden wie oben heschrie- 
ben. Je nach Prolokoll konnen si eh weilere Inkubationen mil 35 
einem oder mehreren Nachweisreagenzien anscblieftcn, die 
im wesemlichen nach dem gleichen Ablauf erfolgen. Zum 
lScIiIuB wird die Probe salzfrci gcspnll und stchl. dann fur die 
Ausweri.ung zur Verfligung. Je nach Protokoll kann die 
Probe in der Halle-rung bis zur unmilieibaren Auswerlung 40 
bearbeiici werden. Falls eine visuelle Konirolle der letzlen 
Reakiionsschriile notwendig isl, ist soil re die Deckplalie aus 
Gias gefenigi seim Der VorteiJ der Handhabung in einer ge~ 
schlossenen Halter ung bleibl. also bis zum AbschluB des 
Prolokolls erh alien. 45 

Der ObjekUrager wird dann mil. der Deckplalie aus der 
Klemmhallerung herausgenomnien und slehl nun wie bei 
manuellen Prolokollen zur weileren Analyse, Bearbeitung 
oder Lagerung zur Verfugung. Die Deckplalie und Dichtung 
werden nun durch chemische oder Ihennische Desinfektion 50 
nach gangigen Verfahren gereinigl. und slehen dann fur wei- 
lere Experiment zur Verfugung. Die Klemmhallerung 
komnit mil dem biologischen Material nicht in Beruhrung 
und unterliegt damil weniger stringenten Reinigungsvor- 
schriflen, S5 



Legende der Zeichnung 

1 Grundkorpcr, Deckplalie 

2 Hybridisierungsbereich, Bereich der Kammer 

3 Zulaufbohrung bzw. Ablaufbohrung 

4 Zulaufbohrung bzw. Ablaufbohrung 

5 Spall, Hybridisierung ska miner 

6 optionale Maske, Dichlung 

PaLenianspriiche 
L Voirichtung zur Durch filhr ung von Prolokollen der 
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Immuncylochemie. in situ Hybridisierung und ver- 
wandlen Verfahren an biologischem Material auf Ob- 
jekllragern oder ahnlichen Haiierungen, dadureh ge~ 
kennzciclinct, daB zwischen einer Deckplalie (I) mil 
Bohr u n gen (3, 4 J fur die Zu- und Abfuhr von Fiussig- 
keilen, dem Objekilrager und gegebenen falls einer 
Dichtung (6) ein schmaler Spah (5) zum tiberspulen 
der am Objekilrager fixienen Probe besiehl. 

2. Vorricblung zur Durchfuhrung von Prolokollen der 
Jmmuncyiochemie, in silu Hybridisierung und ver- 
wandlen Verfahren an biologischem rvlaierial auf Ob- 
jekllrageni oder ahnlichen Halterungen, dadureh ge- 
kcnnzcichncL daB Objekilrager und Deckplalie. (I) und 
gegebenen falls eine Dictating (6) durch cine Klenim- 
vorrichlung (nicbl dargesJelll) zusanimengedrucki wer- 
den. 

3. Vorricblung zur Durchfuhrung von Prolokollen der 
Immuncytoehemie, in silu Hybridisierung und ver- 
wandten Verfahren an biologischem Material auf Ob- 
jekiiragern oder ahnlichen Halterungen, dadureh ge- 
kennzeichnel. daB der ObjekUrager mil Deckplalie (1) 
und ggf Dichtung (6) horizon lal oder mil einem Winkel 
von nichi mehr als 20°gegen eine lemperierbare Plalle 
gedriicki. wird. 

4. Vorrichlung zur Durchfuhrung von Prolokollen der 
Imntuncytochemie, in situ Hybridisierung und ver- 
wandlen Verfahren an biologischem Material auf Ob- 
jekliragern oder ahnlichen Halterungen, dadureh ge- 
kennzeichnei. daB die Bohrungen so ausgefUhn wer- 
den, daB ihr Volumen das des Spalls ubersieigl und die 
Bohrung somil als Reservoir dienl . 

5. Vorriciitung zur Durchfuhrung von Protokollen der 
Immuncytoehemie, in silu Hybridisierung und ver- 
wandten Verfaiiren an biologischem Material auf Ob- 
j ekl.tr age rn oder ahnlichen Hallerungen, dadureh ge- 
kennzeichnel, daB die Bohrungen gerade ausgefiihrt 
sind. 

<3, Vorrichtung zur Durchfuhrung von Prolokollen der 
Immuncytoehemie, in situ Hybridisierung und ver- 
wandlen Verfahren an biologischem Material auf Ob- 
jekttragern oder ahnlichen Halterungen, dadureh ge- 
kennzeichnel, oder daB die Bohrungen kegeiig ausge- 
liihrl sind. 

7. Vorrichtung zur Durchfuhrung von Protokollen der 
Inmiuneyioehemie, in situ Hybridisierung und ver- 
wandlfin Verf allien an biologischem Material auf Ob- 
jekllragern oder ahnlichen Halterungen. dadureh ge- 
kennzeichneu daB Flussigkeilen, die in eine der Boh- 
rungen (3, 4) eingebracht werden, unler Ausnulzung 
von Kapillarkraften durch den Spall bis zur gegenuber 
Hegenden Bohrung flieBen. 

8. Vorrichlung zur Durchfuhrung von Protokollen der 
Immuncyioc hemic, in situ Hybridisierung und ver- 
wandlen Verfahren an biologischem Material auf Ob- 
jekttragern oder ahnlichen Hallerungen, dadureh ge- 
kennzeichnei. daB die Spaltbreite (5) gegen liber dem 
Durchmesser der Bohrungen (3 r 4) so gering ist. daB 
Luflblasen nicht eindringen. 

9. Vorrichlung zur Durchfuhrung von Prolokollen der 
Immuncyiochemie, in situ Hybridisierung und ver- 
wandten Verfahren an biologischem Material auf Ob- 
jekllragern oder ahnlichen Halterungen, dadureh ge- 
kennzeichneL daB die Spahbreite (5) 0,05 bis 2 mm be- 
iragl. 

10. Vorrichtung zur Durchfuhrung von Prolokollen der 
Immuncytoehemie, in silu Hybridisierung und ver- 
wandten Verfahren an biologischem Material auf Ob- 
jekuragern oder ahnlichen Halterungen, dadureh ge- 
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kennzeichnet, daB die Spallbreite (5) gegebenen falls 
nich* uber die gesainie Flache konstanl 1st sondern er- 
hohte Flachen zum AuschluB von Lufrblasen, zur Re- 
duzierung des Reagenz vol it mens oder zum Einschlufi 
nidi i vollig fixiener Objekie aufweisi. s 
1 1 . Vorrichlung zur Durchfiihrung von Prolokollen der 
Immuncyiochemic, in siat Hybridisierung und ver- 
wandlen Vcrfahren an biologischem Material auf Ob- 
jektiragern oder ah n lichen Halterungen, dadurch ge- 
kennzeich.net, daB die Spall bre-ifc (5) durch ein in die io 
DeekpJaUe eingefrasies Fensler bestinimi wird. 
1 2. Vorricliiung zur Durchfiihrung von Prolokollen der 
Immuncytochernie, in silu Hybridisierung und ver- 
wandten Veif ahren an biologisehcni Material auf Ob- 
jektiragern oder ah n lichen Hallerungen* dadurch ge- 15 
kennzeichneL dafi die. Deckplalle gegebenenfalis zti- 
satzlich eine um das Fensler herum laulende Nul zur 
Aufnahme ciner Dichlung aufweisi. 

13. Vorrichlung zur Durch fuhrung von Prolokollen der 
Immuncylocheinie, in situ Hybridisierung und ver- 20 
wandicn Vcrfahren an biologisehcni Material auf Ob- 
jckttragern oder ahnlichen Ilaherungen, dadurch gc- 
kcnnzeichneU daS die Spalibreite (5) zusatzlich zu An- 
spruch 11 durch eine als Maske ausgeformte Diehi- 
plaue milbeslimmt wird. 25 

14. Vorrichlung zur Durchfiihrung von Protokoiien der 
Immuncylochemie, in situ Hybridisierung und ver- 
wandten Vcrfahren an biologischem Material auf Ob- 
jekuragern oder ahnlichen Halterungen, dadurch ge- 
kennzeichnel, oder daB die Deckplatte (1) kcin Fester 30 
nach Anspruch 13 aufweisi und der Spall ausschlieB- 
lich durch eine als Maske ausgeformte Dichlplalle be- 
siinmii wird. 

1 5 . Vorrich lu ng zur D urch fu hmng von Prolokollen der 
Immuncylochemie, in situ Hybridisierung unci ver- 35 
wandlen Vcrfahren an biologisehcni Maierial auf Ob- 
jekttragern oder ahnlichen Halterungen, dadurch ge- 
kcnnzcichncL daB die Dichlplalle aus cinem gegen die 
verwendeten Reagenzien inerten Maierial wie Poly ole- 
fin, Teflon, Silikon. PVC oder Gunimi bestehl. 40 

16. Vorrichlung zur Durchfiihrung von Prolokollen der 
Immuncylochemie, in situ Hybridisierung und ver- 
wandlen Vcrfahren an biologischem Maierial auf Ob- 
jekllragern oder ahnlichen TIalierungen, dadurch ge- 
kenn/eiehnel, daB die Deckplalle (I) nach Anspruch 45 
1 15 aus einem gegen die verwendeten Peagenzien 
inerten Maierial, wiez. B. Glas, Keramik, Teflon, Poly- 
olefin, Polysulibn oder Silikon bestehl . 

17. Vornchlung zur Durchfiihrung von Protokoiien der 
Iininuncyiochemie, in situ Hybridisierung und ver- 50 
wandlen Vcrfahren an biologisehcni Maierial auf Ob- 
jekiiragern oder ahnlichen Halterungen, dadurch ge- 
kennzeiehneu daB die Deckplalle (1) nach Anspruch 

1 16 aus Glas bestehl und auBerhalb des Fensiers eine 
glatte, plane Oberflache aufweist. 55 

18. Vorricliiung zur Durchfiihrung von Prolokollen der 
Iininuncyiochemie, in silu Hybridisierung und ver- 
wandlen Verfahren an biologisehcni Maierial auf Ob- 
jekllragern oder ahnlichen Halterungen, dadurch ge- 
kennzeichnel, daB die Deckplaite aus Glas oder Silikon 60 
ohne weitere HilfsmittcJ oder nur mil einem. hochvis- 
kosen Dichtmit.lel wie Fell, Ol, Glycerin oder Poly- 
ethylenglykol gegen den Objekurager dicbtel. 

19. Vorrichlung zur Durchfiihrung von Proiokollen der 
Immuncytochemie, in situ Hybridisierung und ver- 65 
wandlen Verfahren an biologisehcni Maierial auf Ob- 
jektlragern oder ahnlichen Halterungen, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die OtTnungen (3, 4) in der Deck- 
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plane (1) mil einem Septum oder einem Stopfen mil ei- 
nem kleinen, zeniralen Loch vcrschiossen werden kon- 
nen. 

20. Vorrichlung zur Durchfiihrung von Prolokollen der 
Immuncylochemie, in situ Hybridisierung und ver- 
wandlen Verfahren an biologisehcni Maierial auf Ob- 
jekuragcrn oder ahnlichen Halterungen, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB Fliissigkeiien durch einen Pipeltier- 
roboler in die als Reservoir dienenden und gegebenen- 
falis mil Septum oder Stopfen verschkxssenen Bohrun- 
gen (3, 4) eingebrachl werden konnen. 

21 . Vorrichlung zur Durchfiihrung von Prolokollen der 
Immuncylochcniic, in situ Hybridisierung und ver- 
wandlen Verfahren an biologischem Maierial auf Ob- 
jektlragern oder ahnlichen Halterungen, dadurch ge™ 
kennzeichneu chiB /.nni liinbringen der Fliissigkci^en 
eine Kan tile ben tit zt wird, die uber einen Teil ibrer 
Lange das Loch in dem Stopfen nach Anspruch 15 und 
16 abdichlel und einen weiieren, nicht abdichienden 
AbschniU aufweisi. 

22. Vorrichlung zur Durchfiihrung von Prolokollen der 
Immuncyiocbemie, in situ Hybridisierung und ver- 
wandten Verfahren an biologischem Maierial auf Ob- 
jekttragern oder ahnlichen Halterungen, dadurch gc- 
kennzeichneL daB die zum Binbringen der Flussigkeit 
benulzte Kaniile nach Anspruch 21 so positionierl 
wird, daB die Flussigkeit wahlweise unier Oberdruck 
oder drucklos eingebrachl werden kann. 
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